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研究報文
モ ノ クローナ ルIgAの 作 製 とそ の利用
木津久美子,廣 瀬　潤子*,山 口(村 上)友 貴絵,成 田　宏史
Production and Application of IgA Monoclonal Antibody
Kumiko Kizu , Junko  Hirose*, Yukie Murakami-Yamaguchi, and Hiroshi Narita
   We hypothesize that IgA immune complex in mother's milk functions for the prevention of food allergy 
through oral immune tolerance. To prove this hypothesis and to establish the allergic cure by using IgA immune 
complex as vaccine, a mass preparation of mouse IgA was performed. We established monoclonal antibody 
producing hybridomas with mesentery lymph nodes and got three kinds of monoclonal IgA. Their Light chains 
were all  i< and the molecular weight was about 280 kDa, suggesting their dimmer form. The antigen specificity 
of these antibodies was unidentified, but they did not react with major food allergens. Monoclonal IgA was 
effectively purified with a Protein L column from the culture supernatant of the hybridoma. Ovalbumin was 
coupled to the monoclonal IgA with a hetero-bifunctional crosslinking reagent, Sulfosuccinimidyl  6-  [3'  (2- 
pyridyldithio) -propionamido] hexanoate. Formation of the pseudo IgA immune complex was confirmed by a 
sandwich type of Enzyme Linked Immunosorbent Assay with the anti-ovalbumin antibody and the anti-mouse 
IgA  (a) antibody. 





































融合番号　　マウス週齢　　匹　数 食 餌 免　疫 リ ンパ球**
1 5 2 通常 食,Egg　 10mg/day×7*Egg　 10,u　g十FCA L,S
2 5 2 通常 食,Egg　 10mg/day×7* L,S
3 7 4 通常 食,Egg　 lOmg/day×7* L,S
4 13 3 通常 食,Egg　 10mg/day×7* L,S
5 13 3 卵白食 L,S
6 11 4 通常食 L,PP
*卵 白 タ ンパ ク質 を1日 あ た り10mg,7日 間経 口投 与
**細 胞 融合 に使 用 した リ ンパ 組 織 　L:腸 管膜 リ ンパ節,S:脾 臓,　PP:バ イエ ル 板
















が大 きく,量 的,質 的に研究試薬としては使えない。
本論文では抗原を含まない純粋なIgAを 多量に調製





手法 に関 しては,基 本的に森下と成田の方法3)に
従った。
1)動 物
　 5～13週 齢の市販のカゼインベースの食餌(オ リ
エンタル酵母社,ラ ット・マウス用MF飼 料:以 下,
通常食)も しくは,タ ンパク質を卵白タンパク質
(キユーピー製,乾 燥卵白Kタ イプ(CS)No.2)の
みとしてAIN-93G配 合で調製 した食餌で飼育 した
雌のBALB/cマ ウスを使用 した。なお,動 物実験
は,「研究機関における動物実験等の実施に関する
基本指針(平 成18年 文部科学省告示第71号)」 に基
づ き,京 都 女子 大 学 ・京都 女 子大 学 短 期 大 学部 動 物
実験 規 定 に従 っ て行 った。
2)免 疫
　 通常 食 で 飼 育 したマ ウス には,卵 白 タ ンパ ク質 を
10mg/日 で7日 間強制 経 口投 与 した。 また,5週 齢 の
マ ウス2匹 には腹 腔 内 に卵 白 タ ンパ ク質10μgと 完 全
フ ロイ ン トアジ ュバ ン ト(Freund's　 complete　a(ijuvant:
FCA,　 Difco社 製)と の エ マ ル シ ョ ン(1容:1容)
を投 与後,2週 問 目 に初 回免 疫 と同 一の 卵 白 タンパ
ク 質10μgと 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト
(Freund's　in　cQmplete　a(ijuvant,　Difco社 製)と の エマ
ル シ ョン(1容:1容)を 腹 腔 内 に投 与 し,さ らに
2週 間後 同抗 原10μgを 含 む リ ン酸 緩 衝 生 理 食 塩 水
(Phosphate　Buffered　S　aline:PBS,IOmM　 NaPi,0.15M
NaCl,pH　 7.4)を 腹 腔 内 に投 与 した(表1)。
3)細 胞融 合 とHAT選 択
　 経 口投 与 も し くは免 疫 を したマ ウス は,そ の 最終
投 与 も し くは免 疫 の3日 後 に,そ の 他 の マ ウス は表
1の 週 齢 に屠 殺 し,脾 臓 も し くは腸 問膜 リ ンパ 節 を
摘 出 し て こ れ を ほ ぐ し,基 本 培 地(RPMI-1640培
地 に100mMピ ル ビ ン酸 ナ トリ ウ ム,結 晶 ペ ニ シ リ
ンGカ リ ウ ム1万 単 位/L,ス トレプ トマ イ シ ン10
mg!Lを 加 え た培 地)に 懸 濁 した後,各 細 胞 を遠 心
分離 で 回収 した。 回 収 した脾臓 細 胞 も し くは腸 間膜
リ ンパ 節 細 胞 と,10%ウ シ胎 仔 血清 添 加 基本 培 地(以
下,血 清 添 加培 地 と記す)で 培養 した対 数増 殖 期 の
マ ウ ス ミエ ロ ーマ 細胞P3U1を10:1の 比 率 にな る よ
うに混 合 し,基 本培 地 で2回 洗浄 した。 遠心 分離 に よ
り細 胞 を 回収 し,細 胞 ペ レ ッ トに 平均 分 子 量1,500
の50%ポ リエ チ レ ン グ リ コ ー ル 溶 液(Roche社 製)
1mLを1分 か け て添 加 し,そ の 後1分 間 静 置 した 。
さ ら に20mLの 基 本 培 地 を10分 か け て添 加 し,細 胞
液 を希釈 した後,遠 心 分 離 に よ り細 胞 を 回収 した。
こ の 細 胞 を40mLのHAT培 地(4×10-'Mア ミ ノ
ブテ リ ン,16×10-5Mチ ミジ ン,お よび1×10-4M
ヒ ポキ サ ンチ ンを含 む血 清添 加 培 地)に 懸 濁 し,96
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穴 プ レ ー ト4枚 に 分 注 後,湿 度100%,炭 酸 ガ ス
5%,37℃ で 培 養 を開 始 した 。培 養 開 始 の 翌 日,
HAT培 地 を各 ウ ェ ル に100μL添 加 し,以 後2な い
し3日 ご と に半 量 の 培 地 を新 た なHAT培 地 と交 換
し,培 養 を続 け,脾 臓 も し くは腸 間膜 リ ンパ 節 と ミ
エ ロ ーマ細 胞 とのハ イブ リ ドー マ のみ を増殖 させ た 。
4)ス ク リーニ ング(酵 素免疫 吸着 測定 法(Enzyme-
　 　 Linked　 Immunosorbent　 Assay:ELISA))
　 細 胞 融 合 後,増 殖 させ たハ イ ブ リ ドーマ か らIgA
抗体 産 生 細胞 を選択 す るた め,IgA測 定用 サ ン ドイ ッ
チELISAを 行 っ た 。 す な わ ち,抗 マ ウ スIgA(Fc)
(American　 Qualex　Antibodies社 製)を0.02%NaN3を 含
むPBS(10mM　 NaPi,0.15M　 NaCI,0.02%NaN3,　 pH
7.4)で 希釈 し,96穴 プ レー ト(Nunc社 製)に25ng/
ウェ ル を,37℃,1時 間 で 固相 化 後,こ れ をPBSで
3回 洗浄 し,1%BSA/PBSに よ りブ ロ ッキ ング した
(37℃,1時 間,も し くは4℃ 一 晩)。PBSで3回 洗
浄 後,ハ イブ リ ドー マ培 養 上清 中に分泌 され たlgAを
37℃ で1時 間 反応 させ,続 い て,ト リス緩 衝 食 塩 液
(Tris　Buffered　 Saline:TBS,　 IOmM　 Tris-HCI　 Buffer,
O.15M　 NaC1,　pH　7.4)で1回,0.05%Tween20入りTBS
(T-TBS)溶 液 で5回,　 TBSで1回 洗 浄 後 に,0.1%
BSA/T-TBS溶 液 で0,1μg/mLに 希 釈 した ア ル カ リ
フ ォス フ ァタ ーゼ(Alkaline　 Phosphatase:ALP)標 識
抗 マ ウ スIgA(α)(BETHYL社製)を50ｵL/ウ ェ ル
加 え て37℃ で1時 間 反 応 させ た 。次 に,TBSで1
回,T-TBS溶 液 で5回,　 TBSで1回 洗 浄 した 後,ρ
一ニ トロフ ェニ ル リ ン酸 ニ ナ トリウム を基 質 と して
検 出 し,405nmに お け る吸 光 度 を マ イ ク ロ プ レー
トリ ー ダ ー(Model3550,　 Bio-Rad社 製)を 用 い て
測 定 した 。
　 抗 体 の 特 異 性 を調 べ るた め の 固相ELISAは,固
相 化 を オ ボ ア ル ブ ミン(Ovalbumin:OVA,京都 大
学 北 畠研 究 室 よ り供 与),オ ボ ム コイ ド(第 一 化 成
よ り供 与),も し くは牛 乳 タ ンパ ク 質 の α一 カゼ イ
ン(SIGMA)を そ れ ぞ れ25ng/ウ ェル で 行 っ た後,
上述 のサ ン ドイ ッチELISAと 同様 に行 った 。
5)ハ イブ リ ドーマ の ク ロ ーニ ング
　 ス ク リ ー ニ ン グ にお い てIgA産 生 陽 性 の 細 胞 に
つ い て,限 界 希 釈 法 に よ り2回 の ク ロ ー ニ ン グ を
行 っ た。増 殖 培 地 と して 血 清 添 加 培 地 にORIGEN
(IGEN社 製 のB細 胞 増 殖 因子 を含 む 溶 液)を10%
にな る よ う に添 加 した もの を用 い た 。2回 の クロ ー
ニ ング を経 て,IgA産 生 ス ク リ ーニ ン グの 結 果,陽
性 率 が高 い もの を モ ノ ク ロー ナ ル抗体 産 生 細 胞株 と
した 。
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6)モ ノ クロ ーナ ル 抗体 の クラ ス決 定
　 モ ノ ク ロ ーナ ル抗 体 産生 細 胞株 が培 養 上 清 液 中 に
分 泌 す るモ ノ クロ ーナ ル抗 体 につ い て,そ の免 疫 グ
ロブ リ ンの ク ラス を,マ ウ スモ ノク ロ ーナ ル抗 体 ア
イ ソ タ イ ピ ン グキ ッ ト(Amersham社 製)を 用 い て
調 べ た 。
7)抗 体 の 大 量調 製
　B LB/cマ ウス に腹水 癌 を誘 導 す る ため に0.5mL/
匹 の2,6,10,14-Tetramethylpentadecane(プリス
タ ン,和 光 純 薬 工 業社 製)を 腹 腔 内 に投 与 し,投 与
3～10日 後 に1×107個 の モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 産 生
細 胞 を腹腔 内 に移植 した。 そ の約2週 間後 に腹水 を
採 取 し,細 胞 を遠心 分 離 後(10,000×g,4℃,5分),
上 清 を採 取 し,KAPTIVE-AE(TECNOGEN社製)14)
も し くは,Immuno　 Pure　Immobilized　 Protein　L(PIERCE
社 製)15)を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ トグ ラ
フ ィー に よ り純 化 した。
8)SDS(Sodium　 Dodecyl　 Sulfate)Polyacrylamide
　 　 Gel　Electrophoresis:SDS-PAGE
　 Laemmli 16)の方 法 を用 い て,　Compact　 PAGE　 AE-
7300(ア トー社 製)で,還 元 剤存 在 下 に おい て 電気
泳動 を行 った。 ゲル は クマ シー ブ リ リア ン トブル ー
R-250(CBB)染 色 した。
9)ウ エス タ ン解 析(Western　 Blotting:WB)
　 精 製 抗 体 を還 元 状 態 でSDS-PAGEに 供 し,ゲ ル
内 の タ ンパ ク質 を170mAの 定 電 流 で90分 間 ポ リ ビ
ニ リ デ ンジ フル オ ラ イ ド膜(BIO-RAD社 製)に 転
写 し,5%ス キ ム ミル ク を含 むPBSに よ って 室 温 で
1時 間 ブ ロ ッ キ ン グ した 。 そ の 後,PBSで3回 洗
浄 し,0.1%BSAπ 一TBS溶 液 で0.1,u　g/mLに 希 釈 し
たALP一 抗 マ ウスIgA(α)で 室 温,1時 間の 反 応 を
行 っ た。 そ の 後,T-TBSで3回 洗 浄 し,　ALP発 色
キ ッ ト(ナ カ ライ テス ク社 製)に よる発 色 を行 った 。
10)ゲ ル ろ過解 析
　 得 られ た マ ウス モ ノ ク ロー ナ ルIgAに つ い て,
分 子 量 を ゲ ルろ 過 に よ り解 析 した 。抗 体 産 生細 胞 の
培 養 上 清 を0.45μmの フ ィル タ ー にか け た後,ナ カ
ラ イ5Diol-300カ ラ ム,ナ カ ラ イ5Diol-300-II
ガ ー ドカ ラ ム,及 び 日立L-6200形 イ ンテ リ ジ ェ ン
トポ ンプ を用 い て,0.1%NaN3を 含 むPBSを 移動 相
と して,流 速0.4mL/分 で ゲ ル ろ 過 を行 っ た。 得 ら
れ た ゲ ル ろ過 画 分 中 の マ ウスIgAを サ ン ドイ ッチ
ELISAに よ り定 量 し,そ の 溶 出 位 置 か ら分 子 量 を
検 討 した 。
411)仮 性lgA免 疫 複 合体(pseudo　 Immune　 Complex:
　 　 plC)の 作 製17)




製)溶 液 を42μL添 加 し,室 温 で30分 反 応 させ た。
この 過 程 で,Sulfo-LC-SPDPの ス ル フ ォサ ク シ ンイ ミ
ド基 が 外 れ,そ こにOVAの ア ミノ基 が 酸 ア ミ ド結
合 す る。 そ の後,透 析 に よ り反応 に使 われ な か っ た
Sulfo-LC-SPDPを 除去 し,　OVA:IgAが モ ル比5:
1に な る よ う にIgAを 添 加 して 一 晩 室 温 に て 反 応
させ た 。 こ の 過 程 で,ピ リ ジ ル ジ チ オ ー ル ーOVA
の ピ リ ジ ン2一 チ オ ンが 外 れ,そ こ にIgAの シ ス テ
イ ン残 基 がS-S反 応 に よ り結 合 す る。そ の後,Protein
Lカ ラム に よ りIgAと 結合 しなか っ た ピ リジ ル ジチ
オ ー ルーOVAを 素 通 り画 分 に除去 し,吸 着 した もの
を0.1Mグ リシ ンーHCl　pH2.98で 溶 出 して0.　IM　Tris-

















より行ったが,固 相ELISAと 同様に,　IgAに こだ
わる場合,二 次抗体の特異性が問題となる。




BETHYL社 製及びEY　Lab.社 製のALP標 識抗マウ
スIgA(α)を 反応させたところ,前 者では後者よ














5ｵg/mLの 抗 マ ウスIgA,抗 マ ウスIgG,も し くはOVAを50μL/wellで 固相 化 後,1%BSA/PBSによ りブ
ロ ッキ ン グ し,マ ウスIgA(●:IntercellTech社),マウ スIgG(▲:当 研 究 室製,抗 オ ボ ム コ イ ドー6H抗 体),
マ ウスIgM(△:当 研 究 室 製,抗OVA-IOH抗 体)を,そ れ ぞ れ の 固相 の特 異 性 と合 致 させ て0～100μglmL
の 濃度 で 反 応 させ た。 そ の後,(A)BETHY社 製 も しくは(B)EYLab.社 製 のALP標 識抗 マ ウスIgA(α)抗 体









IgA量 とTotal　IgG量 を比較 した。(表2)そ の結果,
IgA産 生量としては腸間膜リンパ節 よりも脾臓細胞
の方が高かったが,脾 臓ではIgG産 生が主である










　経口的に摂取 したタンパ ク質が腸管のM細 胞経
由で取 り込まれると,バ イエル板下で抗原特異的に






















　 10週 齢 の 通常 食 マ ウス の脾 臓 及 び腸 間膜 リ ンパ 節
の細胞 を採取 し,0穴 プ レー トを用いて1×106個/1　 mL
で培 養 した 。培 養6日 目 の培 養 上清 のTotal　IgA,　Total
IgGを サ ン ドイ ッチELISA,カ ゼ イ ン特 異 的IgAを
固 相ELISAに よ り定 量 した。 一一:検 出限 界 以 下
一 　5　一
卵 白 タ ンパ ク質 を経 口 的 に強 制経 口投 与 され たマ ウ
ス,さ らに は,ア ジュバ ン ドを用 いて 腹 腔 免疫 され
たマ ウス,計18匹 か ら腸 問膜 リ ンパ 節 細 胞 を調 製 し,
計6回 の 細 胞 融 合 を 行 った(表1)。 そ の う ち5回
の細 胞 融 合 にお い て は脾 臓 細 胞 を,1回 は バ イエ ル
板 細 胞 も調 製 し,細 胞 融 合 を行 っ た。 合 計645個 の
ハ イ ブ リ ドーマ をス ク リーニ ング した結 果 ,当 初8
個 のIgA産 生 細 胞 が 得 られ た が,最 終 的 に は腸 間
膜 リ ンパ 節 由来 ハ イ ブ リ ドーマ3個(2G,6E,6
C),脾 臓 細 胞 由来 ハ イブ リ ドーマ1個(5D)のIgA
産生 細 胞 を樹 立 した。 念 の た め,Amersham社 の ア
イ ソ タ イ ピ ングキ ッ トを用 い て,以 上 の4ク ロ ー ン
の作 る抗体 の ク ラス 決定 を行 った とこ ろ,脾 臓 細 胞
由 来 で あ る5D以 外 の す べ て の ク ロ ー ン でIgAが
産生 され て い る こ とが確 認 で きた。 よ って,以 下 は
5Dを 除 い た3ク ロ ー ン につ い て解 析 した。
4.モ ノ ク ロ ーナ ル抗 体 の 特 異性
　 3ク ロー ンの培 養 上清 を用 い て,産 生 抗体 が食 餌
タ ンパ ク 質 で あ る牛 乳 タ ンパ ク質 の α一カ ゼ イ ン,
も し くは卵 白 タ ンパ ク 質 のOVA,オ ボ ム コ イ ドに
特 異 的 で あ る か を 固相ELISAで 確 認 し たが,す べ
ての ク ロー ンにお い て,全 試 験抗 原 へ の 反応 は見 ら
れ なか った(図2)。 そ の他,乳 清 タ ンパ ク質 の β一
ラ ク トグロ ブ リ ン,小 麦 タ ンパ ク質の グ リア ジ ン,
抗 マウスlgA　 OVA　 オボ ムコイドカゼイン
　 　 　 図2　 モ ノ クロ ーナ ルIgAの 特 異 性
　 固相 化 され た抗 マ ウ スIgA(Fc),も し くはOVA,
オ ボ ム コ イ ド,カ ゼ イ ンに対 して,各 ハ イブ リ ドー
マ培 養 上 清 中 のIgAを 反 応 さ せ た(■:2G,蕨:
6E,膨:6C)。 そ の 後,　BETHYL社 製ALP標 識
抗 マ ウ スIgA抗 体 を反 応 させ,ρ 一ニ トロ フ ェニ ル
リ ン酸 ニ ナ ト リ ウ ム を基 質 と して検 出 し,405nm
に お け る吸光 度 を測 定 した。 グ ラフ は,そ れ ぞ れ の
固相 抗 原 に対 す る反 応 性 を,IgA濃 度 に相 当す る抗
マ ウ スIgA固 相 の場 合 の吸 光 度 を100%と して 示 し
た。
0 食物学会誌 ・第64号
(A) CBB (B) WB  (IgA) (C) WB (IgG)
　　 　 　　 　　 　　 　　 　 図3　 KAPTIVEカ ラム を利 用 した 腹水 か らのIgA精 製
　 ハ イブ リ ドーマ(2G)の 腹 水1mLを20mMリ ン酸 緩 衝 液pH　 7.0に よ り2倍 希釈 後,1mLのKAPTIV-AEカ
ラ ム に供 し,同 緩衝 液 に よ り素 通 り画 分 を除 い た 。次 に,0.1M酢 酸 を用 い て吸 着 画 分 を溶 出 し,直 ち に0.l
MTris-HCI　 pH9.6で 中和 した 。得 られ た 画 分 に対 して,!0%均 一 ゲ ル を用 い,還 元 状 態 にお け るSDS-PAGE
を行 いCBB染 色 を行 っ た(A)。 さ らに ゲ ル 内の タ ンパ ク質 を膜 に転 写 後,(B)ALP一 抗 マ ウ スIgA(α)染 色,
(C)ALP一 抗 マ ウスIgG(γ)染 色 を行 っ た。① 分 子 量 マ ー カ ー,② 市販 マ ウスIgA(2μg),③ マ ウ スIgG(2
μg),④2G腹 水(5μg),⑤Through画 分(2　 ｵg),⑥ 吸着 画 分(3μg)
(A) CBB (B) WB (IgA) (C) WB (IgG)
図4　 Protein　Lカ ラム を利 用 した培養 上 清 か らのIgA精 製
　 ハ イ ブ リ ドー マ(2G)の 基 本 培 地 培 養 上 清120mLを75%飽 和 硫 安 で3mLに 濃 縮 し,そ の1mLを0.15M
NaCL/0.1Mリ ン酸 緩衝 液pH　 7.4に よ り2倍 希 釈後,1mLのProtein　 Lカ ラム に供 し,同 緩 衝 液 に よ り素 通 り
画 分 を除 いた 。次 に,0.1Mグ リシ ンHCI　 pH　2.89を 用 い て吸 着 画分 を溶 出 し,直 ち に0.1M　 Tris-HCl　pH　9.6で
中和 した。得 られ た画 分 に対 して,10%均 一 ゲ ル を用 い,還 元 状 態 に お けるSDS-PAGEを 行 いCBB染 色 を行 っ
た(A)。 さ らに ゲ ル内 の タ ンパ ク質 を膜 に転 写 後,(B)ALP一 抗 マ ウ スIgA(α)染 色,(C)ALP一 抗 マ ウスIgG
(γ)染 色 を行 っ た。① 分 子 量 マ ー カ ー② 市 販 マ ウ スIgA(2μg),③ マ ウスIgG(2μg),④2G培養 上 清 硫安
濃 縮 画分(4μg),⑤Through画分(1μg),⑥ 吸 着 画 分(1μg)
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そ ば,落 花 生,BSAに 対 す る 反 応 性 を 固 相ELISA
で確 認 したが,す べ ての クロ ー ン にお い て,全 試験
抗原 へ の 反 応 は見 られ なか っ た。 我 々 は,母 乳 中,
及 び唾 液 中 の 特 異 的IgAの 解 析 に お い て,食 品 タ
ンパ ク質 特 異 的IgAが 総IgAの 約1,000分 の1か ら
1万 分 の1で あ る こ とを経験 してい る。 ま た,外 分
泌 液 中 の ほ とん ど のIgAが ハ ウ ス ダス トや 微 生 物
に対 す る もの で あ る と報 告 もあ る こ とか ら,今 回 得
られ た モ ノ ク ロ ー ナ ルIgAも お そ ら く微 生 物 や ハ
ウス ダ ス ト特 異 的 で は ない か と思 わ れ る。
5.lgAの 精 製
　 一 般 的 にIgAの 精 製 は,ゲ ル ろ 過 やDEAE樹 脂
を用 い た イ オ ン交換 ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ って 行
わ れ る18)。 しか し,我 々 は,迅 速 ・簡便 な方 法 で あ
る ア フ ィニテ ィー ク ロマ トグラ フ ィー を用 い る こ と
に した。
　 まず,IgA,　 IgEを 特 異 的 に吸着 す る合成 ペ プチ ドを
固 定 化 した ア ガ ロー ス ゲ ル で あ るKAPTIVE-AEI4>
を用 い て,プ リス タ ン処 理 マ ウ スか ら得 られ た腹 水
か ら のlgAの 精 製 を 試 み た。 しか し,ゲ ル 吸 着 画
分 をSDS-PAGEに か け た 結 果,　IgAだ け で な く,
低,高 分 子 の タ ンパ ク質 が 吸着 され て い る こ とが 判
明 した。 さ らに,ウ エ ス タ ン解 析(Westem　 Blotting:
WB)の 結 果,腹 水 中の マ ウスIgGを も吸 着 して い
る こ とが 判 明 した(図3)。KAPTIVE-AEを用 い て
腹水 中 のIgAを 精 製 す る の は不 可能 であ り,マ ウス
IgAの み を吸 着 出来 る吸 着体 が市 販 され て い ない こ と
か ら,他 の抗 体 を含 まな い基 本 培 地 でIgA産 生 細 胞
を培 養後,免 疫 グロ ブ リ ン吸着 体 で あ るProtein　L15)
を用 い て培 養 上 清 か らIgAを 精 製 す る こ と を 目指
した 。Protein　LはPeptostreptococcus　 magnusが 産 生
す る タ ンパ ク質 で,免 疫 グ ロブ リン分 子 の κ鎖 を認
識 す る。 本 実 験 で 用 い たマ ウス ミエ ロー マ細 胞 はK
鎖 分泌 株 由来 で あ る ため,Protein　Lが 有用 で あ る と考
え られ た。 そ こで,血 清 添 加培 地で 増 殖 させ た1×
107個 のIgA産 生 細 胞 を 基 本 培 地 に よ り2回 洗 浄 し
てH3S由 来 の抗 体 を除 い た後,基 本 培 地60mLに5
日間 培養 し,回 収 した培 養 上 清 を75%飽 和 硫 酸 ア ン
モ ニ ウム沈 殿 に よ り濃縮 後,Protein　 Lに か けてIgA
を純 化 した。SDS-PAGEの 結 果 か らも,基 本培 地 中
で は,IgAが 主 要 タ ンパ ク質 で あ る こ とが わ か る。
これ をProtein　Lに か け る こ とで さ ら にIgAが 純 化 さ
れ た(図4)。 サ ン ドイ ッチELISAに よ り回収 率 を
求 め た と こ ろ,ほ ぼ100%で あ る こ とが 確 認 出 来 た。
　 しか し,さ ら に大 量 のIgAを 調製 す る必 要 が あ る


















は結合 していないと予想 された。得 られたモノク
ローナルIgA産 生細胞が培養上清液中に分泌する








































いと思われた。マウスIgAの 糖鎖 は14個 と,カ ル
ボジイミド法,グ ルタルアルデヒド法 と比べて架橋






られたOVA-pICを 用いて,抗OVA抗 体 と抗マウ
スIgA(α)の サンドイッチELISAが 成立したこと
から,OVA-pICが 形成されていることが確認出来
　 　 図5　 仮 性IgA一 免 疫 複 合 体(pIC)の 調 製
　 pIC作 製 に 用 い た 純 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル2G抗 体
(IgA),2G抗 体 とOVAを1:5で混 合 さ せ た だ
け の も の(IgA+OVA),2G抗体 とOVAを1:5
で 混 合 し,Sulfo-LC-SPDPに よ り架橋 形 成 させ た も
の(pIC)を,　 IgA量 を合 わ せ て 試 料 と し,抗 マ ウ ス
IgA(Fc)とALP標 識IgA(α)の サ ン ド イ ッ チ
ELISAに よ りIgA(口)を,抗OVAポリ ク ロ ー ナ
ル抗 体 とALP標 識IgA(α)の サ ン ドイ ッチELISA
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